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Apstrakt
Uvod/cilj. Utvrđeno je da prekomerna ekspresija p16INK4a pro-
teina ukazuje na genomsku integraciju visoko rizičnih humanih
papiloma virusa (HPV) i razvoj premalignih intraepitelnih lezija
grlića materice. Cilj rada bio je da se utvrdi da li kod bolesnica sa
premalignim lezijama grlića materice postoji značajnija pozitivna
korelacija stepena ekspresije p16INK4a proteina u razmazu citološ-
kog brisa grlića materice sa stepenom histološke displazije, u od-
nosu na nalaz Papanikolau testa. Osim toga, upoređivana je HPV
tipizacija sa nalazom p16INK4a proteina i Papanikolau nalazom.
Metode. Ispitivanjem je obuhvaćeno 48 bolesnica sa prekance-
roznim promenama grlića materice i HPV cervicitisom i 10 zdra-
vih žena. Svakoj bolesnici urađen je Papanikolau test, CINtecTM
p16INK4a citološki imunohistohemijski test, HPV tipizacija lanča-
nom reakcijom polimeraze na HPV tipove 16, 18, 31 i 33 i biop-
sija promene. Rezultati. Poređenjem rezultata Papanikolau testa
sa patohistološkim (PH) nalazom potvrđen je nalaz skvamozne
interepitelne lezije niskog stepena (LSIL) kod 38% ispitanica i
nalaz skvamozne intraepitelne lezije visokog stepena (HSIL) kod
69,2% (p > 0,05). Korelacijom p16 testa sa PH nalazom utvrđena
je statistička značajna pozitivna korelacija između pozitivnosti
p16 testa i stepena lezije (p = 0,000). Nalaz p16 bio je pozitivan
kod 70% bolesnica sa LSIL i 94,4% sa HSIL promenama. Anali-
zom vrednosti p16 testa prema Papanikolau testu utvrđeno je
postojanje pozitivne korelacije između pozitivnosti p16 testa i
stepena lezije (p = 0,011). Nalaz p16 bio je negativan kod 38%
bolesnica sa LSIL i 15% sa HSIL promenama. Tipizacijom HPV
utvrđen je kao najzastupljeniji pozitivan nalaz na HPV 16. Anali-
zom rezultata p16 testa prema HPV statusu i Papanikolau testa
prema HPV statusu dobijeni su heterogeni rezultati. Zaključak.
Kod bolesnica sa premalignim lezijama grlića materice postoji
značajnija pozitivna korelacija stepena ekspresije p16INK4a
proteina u razmazu citološkog brisa grlića materice sa stepenom
histološke displazije, u odnosu na nalaz Papanikolau testa.
Ključne reči:
grlić materice, displazija; prekancerska stanja;
infekcije, papilloma virus; dijagnoza; vaginalni brisevi;
citološke tehnike; imunohistohemija.
Abstract
Background/Aim. Overexpression of p16INK4a has been
found to be linked with genomic integration of high-risk hu-
man papillomavirus (HPV) and the developement of precan-
cerous cervical intraepithelial lesions. The aim of this study
was to examine is there a higher positive level of correlation
between grade of histological dysplasia and p16INK4a level of
expression in cervical smear, compared to results of Papa-
nicolaou test. We also examined the correlation between
HPV type, p16INK4a expression and Papanicolau test results.
Methods. A total of 48 women with precanceorous cervical
lesions and HPV cervicitis and 10 healthy women were en-
rolled in the study. Papanicolaou test, CINtecTM p16INK4a
citological immunohistochemical test, polymerase chain reac-
tion (PCR) HPV 16, 18, 31, 33 analysis and histopathology of
the lesion were performed in all the patients. Results. Com-
paring the results of Papanicoulaou test and the grade of
histological dysplasia, low-grade squamous intraepithelial le-
sion (LSIL) was confirmed in 38%, and high-grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL) in 69.2% of the patients
(p > 0.05). Significant positive correlation was found between
p16 overexpression and grade of histological dysplasia
(p = 0.000). Overexpression p16 was found in 70% of LSIL
and 94.4% of HSIL. Positive correlation was found between
p16 overexpression and grade of dysplasia in Papanicolaou
test (p = 0.011). In 38% of LSIL and 15% of HSIL cases p16
was not expressed. The most frequently found HPV type in
PCR analysis was HPV16. Analysing the results of p16 test
according to HPV status and Papanicolaou test rather heter-
ogenous results were obtained. Conclusion. In the patients
with precancerous cervical lesions a higher level of correla-
tion was found between the grade of histological dysplasia
and p16INK4a level of expression in the cervical smear, com-
pared to the results of Papanicolaou test.
Key words:
uterine cervical dysplasia; precancerous conditions;
papilloma virus infections; diagnosis; vaginal smears;
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Uvod
Nastanku karcinoma grlića materice prethode različite
forme premalignih lezija koje obuhvataju niz progresivnih
morfoloških promena, od najblažih oblika displazije do kar-
cinoma in situ 
1.
Te promene karakterišu nekontrolisana ćelijska prolife-
racija i sazrevanje, kao i ćelijska atipija koja se ogleda prisu-
stvom hiperhromatičnih jedara, neobičnom distribucijom
hromatina, jedarnim pleomorfizmom i povećanim količni-
kom jedro/citoplazma. Procena stepena displazije bazirana je
na proceni zastupljenosti u izmenjenom epitelu grlića mate-
rice bazaloidnih, nediferentovanih ćelija uz progresivni gu-
bitak sazrevanja epitelnih ćelija.
Kod većine lezija blažeg stepena dolazi do spontane re-
gresije. Utvrđeno je, takođe, da kod žena inficiranih visoko
rizičnim sojevima humanog papiloma virusa (HPV) (high-
risk human papilloma virus − HR-HPV), koje nisu imale
kolposkopski vidljive promene na grliću materice, može doći
do direktnog razvoja premalignih lezija težeg stepena u toku
samo dve godine 
2.
Uvođenje Papanikolau citološkog skrining testa za otkri-
vanje karcinoma grlića materice i prekursorskih lezija smanjilo
je incidenciju i mortalitet za oko 60% 
3. Iako je ovaj test jeftin
i primenljiv za široki skrining populacije, pokazano je da ima
ograničenja i da je specifičan (specifičnost mu je oko 98%), ali
ne i osetljiv test (75%) 
2. Osetljivost testa je niska jer se mor-
fološki identične ili vrlo slične promene ćelija javljaju u zapa-
ljenskim procesima, procesima regeneracije, metaplazije, atro-
fije epitela i infekcijama visoko rizičnim HPV tipovima.
Utvrđeno je da u rutinskoj primeni Papanikolau testa
ima do 30% lažno pozitivnih i 15−50% lažno negativnih re-
zultata 
4.
Posledica lažno pozitivnih rezultata je ponavljanje Pa-
panikolau testa, u određenim slučajevima i biopsija promene
na grliću materice, pa čak i hirurška intervencija (konizacija).
To je veoma izraženo kod lezija blažeg stepena i običnih in-
fekcija grlića materice procenjenih kao premaligna lezija.
Najveći problem u proceni citologa predstavlja granica iz-
među atipičnih skvamoznih ćelija neodređenog značaja
(atypical squamous cells of undetermined significance −
ASCUS) i atipičnih skvamoznih ćelija kod kojih se ne može
isključiti skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena
(high-grade squamous intraepithelial lesion − HSIL), (atipi-
cal squamous cells, cannot exclude HSIL − ASC-H) i skva-
moznih intraepitelnih lezija niskog stepena (low-grade
squamous intraepithelial lesion  − LSIL) (Papanikolau
II/Papanikolau III grupa) i granica između LSIL i HSIL (Pa-
panikolau IIIa/IIIb) 
5.
Lažno negativni rezultati nastaju neadekvantnim uzi-
manjem briseva grlića materice, zatim zbog prepokrivanja
izmenjenih epitelnih ćelija eritrocitima, inflamacijskim ćeli-
jama ili mukuzom, greškama u bojenju razmaza i neadekvat-
nim procenama citologa 
5.
Obimna epidemiološka istraživanja identifikovala su
kao faktore rizika od nastanka karcinoma grlića materice i
prekursorskih lezija HPV infekcije, promiskuitet, rani poče-
tak aktivnog seksualnog života, upotrebu oralnih kontracep-
tiva, pušenje cigareta, porodično opterećenje i udružene ge-
nitalne infekcije.
Smatra se da perzistentne HR-HPV infekcije predstav-
ljaju glavni etiološki agens za nastanak premalignih lezija i
karcinoma grlića materice 
6. Oko 20% žena inficirano je jed-
nim ili više HPV sojeva. Infekcija najčešće spontano prolazi
za nekoliko meseci. Samo 1% tih bolesnica razvije klinički
relevantne displastične lezije ili karcinom.
Različiti HPV imaju različiti onkogeni potencijal pa su
zbog toga svrstani u tri grupe: HR-HPV tipovi (16, 18, 31,
45, 56), nisko rizični (low risk − LR-HPV) tipovi (6, 11, 42,
43, 44) i intermedijarni HPV tipovi (intermediate-risk HPV)
(33, 35, 39, 51, 52).
Deoksiribonukleinska kiselina (DNK) HR-HPV tipova
detektovana je u skoro svim HSIL grlića materice i kod pre-
ko 99% karcinoma grlića materice 
7.
Genom HPV javlja se u ćelijama domaćina u cirkular-
nom epizomnom obliku ili integrisan u genom domaćina. U
LSIL promenama epizomalna forma dominantna je, dok je
integracija u genom prisutna kod karcinoma grlića materice.
Otkrićem značaja HR-HPV sojeva u nastanku karcinoma gr-
lića materice razvijene su i različite virusološke metode za
HPV tipizaciju i molekularno-biološke metode za detekciju
HPV-DNK Hybrid Capture II test, polymerase chain reacti-
on (PCR) HPV identifikacija, in situ hibridizacija) 
8−11.
Testovi za detekciju HPV-DNK su vrlo senzitivni, daju
informaciju o prisustvu virusne DNK u ćelijama domaćina i
mogu poboljšati tačnost Papanikolau testa. Međutim, oni ne
daju podatke o tome da li je virusni genom integrisan u ge-
nom domaćina, pa je njihova pozitivna prediktivna vrednost
mala. Ovi testovi mogu identifikovati žene sa potencijalnim
rizikom razvoja premaligne lezije ili karcinoma grlića mate-
rice, ali ne mogu dati informaciju da li je do promena već
došlo 
12.
Utvrđeno je da se za vreme akutne HPV infekcije pro-
dukti virusnih onkogena javljaju u već diferentovanim epi-
telnim ćelijama grlića materice koje su izgubile sposobnost
replikacije. Nasuprot tome, perzistentne infekcije HR-HPV
tipovima dovode do integrisanja virusne DNK i ekspresije
produkata virusnih onkogena E6 i E7 u replikujućim epitel-
nim ćelijama grlića materice. Onkogeni E6 i E7 transformišu
ćelije u kontinualno rastuće ćelijske klonove koje karakterišu
veliki stepen genetske nestabilnosti i gubitak mehanizma će-
lijske kontrole nad regulatornim genima 
13, 14. Posledica je
povećana ekspresija proteinskog produkta gena za ciklin-
zavisni kinazni inhibitor p16
INK4a 13, 14.
Onkoprotein E7 se vezuje za retinoblastoma protein
(pRB) i dovodi do njegove funkcijske inaktivacije. Kako je
ispoljavanje proteinskog produkta gena za ciklin-zavisni
kinazni inhibitor p16
INK4a  pod negativnom feedback kon-
trolom funkcionalnog pRB, HR-HPV infekcija u kojoj je
virus integrisao svoj genom u domaćinov dovodi do pre-
komernog ispoljavanja p16
INK4a proteina. S obzirom da je
p16
INK4a  protein moguće detektovati imunohistohemijski,
on se nameće kao logični surogat marker za ćelije sa aktiv-
nim ispoljavanjem virusnog onkogena E7. U normalnom
skvamoznom epitelu grlića materice ne može se detektovati
p16
INK4a 
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Utvrđeno je da je kod skvamoznih karcinoma, adeno-
karcinoma i HSIL prekanceroznih promena grlića materice
prisutna jaka citoplazmatska i jedarna imunohistohemijska
reakcija na p16
INK4a protein 
15−18. Prisustvo p16
INK4a proteina
pokazano je i u razmazima briseva displastičnih promena gr-
lića materice kao i u HPV negativnim ćelijskim linijama kar-
cinoma grlića materice (C33A), što sugeriše i postojanje
HPV nezavisne putanje aktivacije p16
INK4a proteina 
19−23.
Cilj rada bio je da se utvrdi da li je kod bolesnica sa
premalignim lezijama grlića materice pozitivna korelacija
stepena ekspresije p16
INK4a proteina u razmazu citološkog
brisa grlića materice sa stepenom histološke displazije zna-
čajnija u odnosu na korelaciju sa nalazom Papanikolau testa.
Osim toga, cilj ovog rada bio je da se analizira korelacija
HPV tipizacije sa nalazom p16
INK4a proteina i sa nalazom
Papanikolau testa.
Metode
Studijom preseka obuhvaćeno je 58 žena upućenih u
službu za rano otkrivanje karcinoma grlića materice Gine-
kološkog odeljenja Vojnomedicinske akademije. Ispitanice
su bile podeljene u dve grupe.
U prvoj grupi ispitano je 48 bolesnica sa prekanceroz-
nim promenama grlića materice i HPV cervicitisom, a u dru-
goj kontrolnoj grupi, 10 zdravih žena koje su se javile gine-
kologu radi rutinskog pregleda.
Svakoj bolesnici je zbog kolposkopskih promena sum-
njivih na premaligne promene grlića materice, urađen kolpo-
skopski pregled na osnovu koga su tri različita ispitivača po-
stavila indikaciju za biopsiju grlića materice.
Pre biopsije grlića materice svakoj bolesnici uzeti su
brisevi za Papanikolau test, tipizaciju HPV tipova 16, 18, 31
i 33 i detekciju ekspresije p16
INK4a proteina.
Definitivan patohistološki (PH) nalaz određen je na
hematoksilin-eozin (HE) obojenim presecima biopsija po
Bethesda sistemu. Biopsije cerviksa fiksirane su 5% puferi-
sanim neutralnim formalinom, dehidrisane, prosvetljene i
prožete parafinom u aparatu Leica ASP 300 i ukalupljene u
parafin. Parafinski kalupi su isečeni na automatskom rotaci-
onom mikrotomu LKB Historange na rezove debljine 4 μm.
Razmazi cerviksnih briseva obojeni su metodom po Pa-
panikolau, analizirani svetlosnim mikroskopom i interpreti-
rani po Bethesda sistemu.
Za analizu prisustva genoma HPV tipova 16, 18, 31 i 33
DNK izolovana je iz cerviksnih briseva ispitanica fenol-
hloroformskom ekstrakcijom. Za umnožavanje fragmenata
korišćeni su specifični prajmeri za odgovarajući HPV tip 
24.
Umnoženi fragmenti razdvojeni su elektroforetski i analizi-
rani na 2% agaroznom gelu i 10% PAGE (poliakrilamidnom)
gelu. Kao hromogeni korišćeni su etidijum bromid za agaro-
zni gel i srebro nitrat za poliakrilamidni gel.
Razmazi cerviksnih briseva fiksirani su 4% puferisanim
neutralnim formalinom. Demaskiranje epitopa urađeno je u
0,05 M Tris-EDTA puferu pH 9,0 u mikrotalasnoj pećnici.
Za imunohistohemijsku analizu korišćen je CINtec
TM
p16
INK4a citološki imunohistohemijski komplet kataloški broj
K 5339 firme Dako, a kao hromogen DAB+. Preparati su
analizirani svetlosnim mikroskopom. Pozitivnom reakcijom
smatrana je nuklearna i citoplazmatska reakcija u više od de-
set abnormalnih ćelija. Prema intenzitetu obojenosti, imuno-
histohemijska reakcija vrednovana je semikvantitativno kao:
0 (negativna reakcija), 1+ (slaba reakcija), 2+ (umerena rea-
kcija) i 3+ (intenzivna reakcija) 
21.
Rezultati
Zbirni rezultati Papanikolau testa, HPV tipizacije, p16
testa i PH nalaza za sve ispitanice prikazani su u tabeli 1.
Kod 21 od 48 bolesnica Papanikolau testom utvrđen je LSIL
nalaz. Taj nalaz odgovarao je definitivnom PH nalazu cervi-
citisa kod četiri bolesnice (19%), nalazu LSIL kod osam bo-
lesnica (38%) i nalazu HSIL kod osam bolesnica (38%) (ta-
bela 2). Kod jedne bolesnice LSIL nalaz Papanikolau testa
odgovarao je nalazu kondiloma u defintivnom PH nalazu
(5%).
Kod 13 od 48 bolesnica Papanikolau testom utvrđen je
HSIL nalaz. Taj nalaz odgovarao je definitivnom PH nalazu
HSIL kod devet bolesnica (69,2%), nalazu cervicitisa kod je-
dne bolesnice (7,7%), nalazu metaplazije u uzorku jedne
(7,7%) i nalazu carcinoma in situ u uzorku jedne bolesnice
(7,7%).
Analiza vrednosti Papanikolau testa prema nalazu defi-
nitivnog PH testa u uzorcima bolesnica sa premalignim lezi-
jama grlića materice pokazala je da ne postoji značajna me-
đusobna zavisnost (Pearson, R = 0,303, p > 0,05, test linear-
ne korelacije).
Po učinjenoj biopsiji u uzorcima ispitivanih bolesnica
utvrđen je definitivni PH nalaz. Prema PH nalazu kod 16
bolesnica nađeni su znaci cervicitisa i kod po jedne bolesnice
kondilomi i metaplazija epitela. U materijalu biopsije kod
deset bolesnica nađeni su znaci LSIL, a u uzorcima osamna-
est bolesnica znaci HSIL.
U grupi u kojoj je PH potvrđen cervicitis, sve bolesnice
imale su negativne vrednosti imunohistohemijskog nalaza
p16
INK4a proteina u razmazu citološkog brisa, osim jedne koja
je imala vrednost 1+.
U grupi u kojoj je PH verifikovan LSIL, kod tri boles-
nice p16
INK4a bio je negativan, a kod preostalih 7 vrednost
p16
INK4a iznosila je 1+.
U grupi u kojoj je PH verifikovan HSIL, u uzorku jedne
bolesnice p16
INK4a bio je negativan, kod 6 bolesnica vrednost
p16
INK4a bila je 1+, a kod jedanaest bolesnica 2+ (tabela 3).
Slika 1 prikazuje pozitivnu imunohistohemijsku reak-
ciju na p16
INK4a protein u displastičnim ćelijama cerviksnog
brisa koja je ocenjena kao 3+, a slika 2 pozitivnu reakciju
koja je ocenjena kao 2+.
Analizom dobijenih vrednosti utvrđeno je da  postoji
statistički značajna pozitivna korelacija vrednosti imunohis-
tohemijskog nalaza p16
INK4a proteina i definitivnog PH nala-
za (Pearson, R = + 0,866, p = 0,000, test linearne korelacije).
Analiza samo onih uzoraka u kojima je nađena pozitiv-
na vrednost imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina
prema definitivnom PH nalazu, takođe je pokazala postojanje
značajne međusobne zavisnosti (Pearson, R  =  −0,676,
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Tabela 1
Rezultati Papanikolau testa, tipizacije humanog papiloma virusa, p16 testa i
patohistološkog nalaza za sve ispitanice (48 bolesnica i 10 zdravih žena)
Tipovi papiloma
virusa P16 razmazi Bolesnica Papanikolau
test 16 18 31 33 0 1+ 2+ 3+
Patohistološki
nalaz
1L S I L * + + H S I L
†
2 LSIL + + LSIL
3A S C U S
‡ + + cervicitis
4 LSIL + + cervicitis
5 HSIL + + HSIL
6H S I L + + + L S I L
7N N
§ - - - - + cervicitis
8 LSIL + + LSIL
9 NN + + cervicitis
10 HSIL + + metaplasia
11 NN + + cervicitis
12 NN + + cervicitis
13 HSIL + + HSIL
14 HSIL + + cervicitis
15 Ca in situ
|| ++ H S I L
16 NN - - - - + cervicitis
17 HSIL + - + + + HSIL
18 LSIL + + HSIL
19 HSIL + + + HSIL
20 NN - - - - + cervicitis
21 Ca in situ + + ca in situ
22 LSIL + + + LSIL
23 LSIL + + + LSIL
24 LSIL + + HSIL
25 HSIL + + HSIL
26 LSIL - - - - + cervicitis
27 NN + + cervicitis
28 LSIL + + HSIL
29 LSIL + + HSIL
30 LSIL + + + LSIL
31 LSIL + + HSIL
32 LSIL + + + HSIL
33 HSIL + + ca in situ
34 NN - - - - + cervicitis
35 LSIL + + + HSIL
36 LSIL + + + LSIL
37 NN + + + cervicitis
38 HSIL - - - - + HSIL
39 ASCUS + + + LSIL
40 LSIL + + + cervicitis
41 LSIL + + + LSIL
42 NN + + + cervicitis
43 HSIL + + HSIL
44 LSIL + + + cervicitis
45 HSIL + + HSIL
46 LSIL - - - - + kondilomi
47 HSIL + + HSIL
48 LSIL + + LSIL
49 NN +
50 NN + +
51 NN + +
52 NN +
53 NN +
54 NN +
55 NN +
56 NN +
57 NN +
58 NN +
* skvamozna  intraepitelna  lezija niskog stepena −  low-grade squamous intraepithelial
lesion;  
† skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena − high-grade squamous intrae-
pithelial lesion; 
‡ atipične skvamozne ćelije neodređenog značaja − atypical squamous
cells of undetermined significance; 
§ normalan nalaz; 
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Tabela 2
Distribucija vrednosti nalaza Papanikolau testa prema patohistološkom (PH) nalazu
premalignih lezija grlića materice bolesnica
PH nalaz
kondilomi cervicitis metaplasia LSIL* HSIL
† carcinoma in situ Papanikolau
test broj % broj % broj % broj % broj % broj %
LSIL (n = 21) 1 5 4 19 0 0 8 38 8 38 0 0
HSIL (n = 13) 0 0 1 7,7 1 7,7 1 7,7 9 69,2 1 7,7
* skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; 
† skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena
Tabela  3
Distribucija vrednosti imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina u razmazu citološkog brisa
prema patohistološkom (PH) nalazu
p16
INK4a
01 +2 +3 + PH nalaz
broj % broj % broj % broj %
Kondilomi (n = 1) 1 100
Metaplazija (n = 1) 1 100
Cervicitis (n = 16) 15 94 1 6 0 0 0 0
LSIL* (n = 10) 3 30 7 70 0 0 0 0
HSIL
† (n = 18) 1 5,5 6 33,3 11 61,1 0 0
Carcinoma in situ ( n  =  2 ) 15 015 0
* skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; 
† skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena
Sl. 1 − Intenzivna citoplazmatska i nuklearna pozitivna reakcija na p16
INK4a protein
u displastičnim ćelijama cerviksnog brisa (3+) (HE; × 200)
Sl. 2 − Intenzivna nuklearna i blaža citoplazmatska pozitivna reakcija na p16
INK4a proteina
u displastičnim ćelijama cerviksnog brisa (2+) (HE; × 200)
Analizom vrednosti Papanikolau nalaza u odnosu na
p16
INK4a protein ustanovljeno je da je u grupi sa LSIL nala-
zima najveći broj ispitivanih bolesnica (48%) imao vrednost
1+ imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina, potom ne-
gativan nalaz (38%), a najmanji broj (14%) imao je vrednost
2+ imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina (tabela 4).
U grupi sa HSIL nalazima najveći broj ispitivanih bole-
snica imao je vrednost 2+ imunohistohemijskog nalaza
p16
INK4a proteina (62%), potom vrednost 1+ (23%), a najma-
nji broj negativnu vrednost imunohistohemijskog nalaza
p16
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Obe bolesnice sa ASCUS nalazom imale su negativnu
vrednost imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina.
Od dve bolesnice sa nalazom carcinoma in situ, u cito-
loškom razmazu jedne nađena je vrednost 2+, a kod druge
vrednost 3+ imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina.
Konačno, u citološkim razmazima zdravih osoba, sa
normalnim Papanikolau nalazom, kod 95% nađene su nega-
tivne vrednosti imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a protei-
na i kod jedne ispitanice pozitivan nalaz 1+.
Analiza vrednosti imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a
proteina prema nalazu Papanikolau testa svih ispitanica po-
kazala je postojanje visoko značajne međusobne zavisnosti
(Pearson, R = + 0,686, p = 0,000, test linearne korelacije).
Analiza vrednosti imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a
proteina prema nalazu Papanikolau testa u grupi bolesnica
pokazala je postojanje visoko značajne međusobne zavisnosti
(Pearson, R = + 0,433, p = 0,011, test linearne korelacije).
U uzorcima svih ispitanica umnožavanjem genetskog
materijala metodom PCR identifikovano je prisustvo onko-
genih tipova virusa HPV (16, 18, 31 i 33) (tabela 5).
Kada je analizirana distribucija različitih onkogenih ti-
pova HPV u grupi sa negativnim imunohistohemijskim nala-
zom p16
INK4a proteina, najčešće je detektovano prisustvo
HPV tipova 16 i 31 kod trećine ispitivanih bolesnica. Dalje,
sa frekvencijom od 24% detektovan je negativan nalaz onko-
genih HPV sa 5% nalazom genoma HPV tipa 18, i tipa 33.
Istovremeno prisustvo HPV tipova 16 i 31 nađeno je kod
19%, a istovremeno prisustvo HPV tipova 18 i 31 kod 14%
bolesnica.
U grupi sa pozitivnim imunohistohemijskim nalazom
p16
INK4a proteina (vrednost 1+), najčešće je detektovano
prisustvo izolovanog HPV tipa 16 kod 29% ispitivanih bo-
lesnica. Sledi nalaz HPV tipa 31 sa 21%, pa nalaz HPV ti-
pova 18 i 31 koji su detektovani kod 21% ispitivanih bole-
snica. Sa frekvencijom od 14% u ovoj grupi detektovan je
nalaz HPV tipova 16 i 31, a najređe, kod 7% bolesnica de-
tektovan je nalaz HPV tipova 16 i 18 i negativan nalaz na
HPV tipove.
U grupi u kojoj smo detektovali imunohistohemijskim
nalazom p16
INK4a proteina vrednosti 2+, najčešće je detekto-
vano prisustvo izolovanog HPV tipa 16, kod polovine ispiti-
vanih bolesnica. Sledi nalaz HPV tipa 18, koji smo detekto-
vali kod 17% ispitivanih bolesnica. Sa istom frekvencijom
(po 8%) u ovoj grupi detektovan je negativan nalaz onkoge-
nih HPV, kao i pozitivni nalazi HPV tipa 31 i HPV tipova 16
i 18, i HPV tipova 16 i 31 i 33.
Najveću vrednost imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a
proteina (3+) detektovali smo u uzorku samo jedne bolesni-
Tabela 4
Distribucija vrednosti imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina u razmazu
citološkog brisa prema nalazu Papanikolau testa ispitivanih bolesnica
p16
INK4a
0 1 +2 +3 + Papanikolau test
broj % broj % broj % broj %
LSIL* (n = 21) 8 38 10 48 3 14 0 0
HSIL
† (n = 13) 2 15 3 23 8 62 0 0
ASCUS
‡ ( n  =  2 ) 2 1 0 0 000000
Carcinoma in situ ( n  =  2 ) 0 0 001 5 0 1 5 0
NN
§ (n = 20) 19 95 1 5 0 0 0 0
* skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; 
† skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena; 
‡ atipične skvamozne ćelije neodređenog
značaja; 
§ normalan nalaz
Tabela 5
Distribucija vrednosti imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina u razmazu citološkog brisa
prema nalazu prisustva onkogenih humanih papiloma virusa (HPV) bolesnice
p16
INK4a
01 +2 +3 +
Onkogeni
HPV
b r%b r%b r%b r%
Negativan 5 24 1 7 1 8 0 0
16 2 9 4 29 6 50 1 100
1 8 15002 1 7 00
31 5 24 3 21 1 8 0 0
3 3 15000000
16, 18 0 0 1 7 1 8 0 0
16, 31 4 19 2 14 0 0 0 0
16, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
18, 31 3 14 3 21 0 0 0 0
18, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
31, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
16, 18, 31 0 0 0 0 0 0 0 0
16, 18, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
16, 31, 33 0 0 0 0 1 8 0 0
18, 31, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
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ce, tako da nije bilo moguće praviti poređenja sa nalazom
onkogenih HPV.
Analizom dobijenih vrednosti utvrđeno je da ne postoji
statistički značajna korelacija imunohistohemijskog nalaza
p16
INK4A proteina sa nalazom onkogenih HPV (Pearson,
R = −0,122, p > 0,05, test linearne korelacije).
Kada se analiziraju samo oni uzorci u kojima je nađena
pozitivna vrednost imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a
proteina prema nalazu onkogenih HPV korelacija ne postoji
(Pearson, R = −0,241, p > 0,05, test linearne korelacije).
Kod 21 bolesnice Papanikolau testom utvrđen je LSIL
nalaz. U uzorcima pet bolesnica ove grupe nađeno je prisus-
tvo HPV tipa 16 (24%), kao i istovremeno prisustvo HPV ti-
pova 16 i 31 u uzorcima drugih pet bolesnica (24%) (tabela
6). U uzorcima tri bolesnice ove grupe nađeno je prisustvo
HPV tipa 31 (14%), dok je u uzorcima po dve bolesnice na-
đeno prisustvo HPV tipa 18 (9,5%), prisustvo HPV tipova 16
i 18 (9,5%) i prisustvo HPV tipova 18 i 31 (9,5%). U uzor-
cima dve bolesnice nije detektovano prisustvo patogenih ti-
pova HPV (9,5%).
Kod 13 bolesnica Papanikolau testom utvrđen je HSIL
nalaz. U uzorcima šest bolesnica ove grupe nađeno je prisu-
stvo HPV tipa 16 (46%), u uzorcima tri bolesnice nađeno je
prisustvo HPV tipa 31 (23%), u uzorcima dve bolesnice na-
đeno je prisustvo HPV tipova 18 i 31 (15%) i u uzorku jedne
bolesnice prisustvo HPV tipova 16, 31, 33 (8%). U uzorku
jedne bolesnice nije detektovano prisustvo patogenih tipova
HPV (8%).
Poređenjem vrednosti Papanikolau testa sa nalazom pri-
sustva onkogenih tipova HPV, u grupi bolesnica sa premali-
Tabela 6
Distribucija vrednosti nalaza Papanikolau testa prema nalazu prisustva onkogenih humanih
papiloma virusa (HPV) u uzorcima premalignih lezija grlića materice bolesnica
LSIL*
(n = 21)
HSIL
†
(n = 13)
ASCUS
‡
(n = 2)
Carcinoma in situ
(n = 2) HPV tip
broj % broj % broj % broj %
N e g a t i v a n 2 9 , 5 180000
16 5 24 6 46 0 0 1 50
18 2 9,5 0 0 0 0 1 50
31 3 14 3 23 0 0 0 0
3 3 0 0 00 15 00 0
16, 18 2 9,5 0 0 0 0 0 0
16, 31 5 24 0 0 0 0 0 0
16, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
18, 31 2 9,5 2 15 1 50 0 0
18, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
31, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
16, 18, 31 0 0 0 0 0 0 0 0
16, 18, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
16, 31, 33 0 0 1 8 0 0 0 0
18, 31, 33 0 0 0 0 0 0 0 0
* skvamozna intraepitelna lezija niskog stepena; 
† skvamozna intraepitelna lezija visokog stepena; 
‡ atipične skvamozne ćelije neodređenog značaja
147
110
67
Sl. 3 − 10% poliakril amidni  elektroforetski gel (PAGE) sa razdvojenim
PCR (polymerase chain reaction) umnožcima uzoraka humanog
papiloma virusa (HPV) 16 pozitivnih bolesnica. Trake 1, 3, 4 su uzorci
HPV 16 pozitivnih bolesnica, 2 je uzorak HPV 16 negativne bolesnica.
Traka 5 je pozitivna kontrola, traka 6 negativna kontrola, a 7 su markeri
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gnim lezijama grlića materice pokazano je da ne postoji zna-
čajna međusobna zavisnost (Pearson R  =  −0,042,  p > 0,05,
test linearne korelacije).
Diskusija
U radu su poređeni rezultati Papanikolau testa, CIN-
tec
TM p16
INK4a citološkog imunohistohemijskog testa, PCR
HPV tipizacije na HPV tipove 16, 18, 31 i 33 i bioptat pro-
mena kod 48 bolesnica sa premalignim lezijama grlića mate-
rice i HPV cervicitisom i kod deset zdravih žena. Cilj je bio
da se utvrdi da li primena CINtec
TM p16
INK4a citološkog imu-
nohistohemijskog testa može i u kojoj meri da poboljša pre-
ciznost konvencionalnih skrining testova premalignih lezija
grlića materice.
Poređenjem rezultata Papanikolau testa sa PH nalazom
utvrdili smo 18,7% lažno pozitivnih Papanikolau nalaza, a
20,8% lažno negativnih, što je u saglasnosti sa rezultatima
nekih autora koji su utvrdili da u rutinskoj primeni Papani-
kolau testa ima do 30% lažno pozitivnih i 15−50% lažno ne-
gativnih rezultata 
4.
U našoj studiji sve zdrave žene, kao i žene sa reaktiv-
nim promenama i 30% žena iz grupe sa LSIL promenama,
imale su negativnu vrednost imunohistohemijskog nalaza
p16
INK4a proteina. Murphy i sar. 
22 su nasuprot tome utvrdili
kod svih žena sa LSIL promenama pozitivan imunohistohe-
mijski nalaz p16
INK4a proteina. Moguće objašnjenje za ovu
razliku u dobijenim rezultatima je činjenica da su autori kori-
stili ThinPrep preparate za Papanikolau test i za p16
INK4a test,
dok smo mi navedene analize radili na konvencionalnim ci-
tološkim razmazima cerviksnih briseva. Međutim Guo i
sar. 
25 su, koristeći SurePath preparate, a Holladay i sar. 
26
koristeći ThinPrep preparate, kod 42% žena iz grupe sa LSIL
promenama našli negativnu vrednost imunohistohemijskog
nalaza p16
INK4a proteina, a Meyer i sar. 
27 su imali čak 61%
bolesnica sa LSIL promenama takođe negativnih na p16
INK4a
protein. Analizirajući bolesnice sa HSIL promenama utvrdili
smo da je 5,5% tih slučajeva imalo negativnu vrednost imu-
nohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina. Murphy i sar. 
22
imali su 2% negativnih HSIL slučajeva, Guo i sar. 
25 2,9%,
Holladay i sar. 
26 22% i Meyer i sar. 
27 4%.
Razlog za ovakva odstupanja mogu biti nestandardizo-
vane procedure za demaskiranje fiksativom umreženih epito-
pa. Formaldehid korišćen kao fiksativ za imunocitohemijske
analize daje odličnu očuvanost morfologije, ali je neophodno
primeniti adekvatnu proceduru za mikrotalasno demaskiranje
epitopa, zbog toga što aldehidni fiksativi umrežavaju protei-
ne. Ukoliko procedura za demaskiranje epitopa nije standar-
dizovana (optimalno vreme izlaganja mikrotalasima, jačina
mikrotalasa, vrsta pufera) moguće su lažno negativne imu-
nohistohemijske reakcije 
28.
Bose i sar. 
29 su, poredeći rezultate p16 testa prema Pa-
panikolau testu, dobili 20% negativnih HSIL slučajeva i 79%
negativnih LSIL, dok smo mi imali 15% negativnih HSIL i
38% negativnih LSIL slučajeva. Razlog za manju ekspresiju
p16 u LSIL nego u HSIL lezijama može biti i to što je odre-
đeni procenat LSIL lezija izazvan nisko rizičnim HPV tipo-
vima. Afinitet E7 proteina LR-HPV tipova za Rb je mnogo
manji od afiniteta HR-HPV tipova 
30. Bose i sar. 
29 smatraju
da mali broj LSIL slučajeva pozitivan na p16, kao i činjenica
da samo mali broj LSIL lezija progredira u HSIL, možda
ukazuje na interesantnu mogućnost da se ovaj test može is-
koristiti za trijažiranje bolesnica kod kojih je nephodno dalje
i detaljnije praćenje. Focchi i sar. 
31 čak smatraju da se stepen
pozitivnosti p16 u LSIL lezijama može smatrati prediktivnim
faktorom. Osim toga, dobijene vrednosti p16 testa u odnosu
na Papanikolau test treba svakako posmatrati i u kontekstu
veze sa prisustvom i tipom HR-HPV.
U grupi HPV pozitivnih žena 60% imalo je pozitivnu
imunohistohemijsku reakciju na p16
INK4a protein, za razliku
od 40% koliko je utvrđeno u studiji Bosea i sar. 
29.
 U grupi
HPV negativnih bolesnica 71,4% bilo je negativno i na p16
testu, dok su Evans i sar. 
32 imali 96% takvih bolesnica.
Kod jedne HPV negativne bolesnice utvrdili smo vred-
nost p16 testa 1+, a kod druge vrednost 2+. Kako je naše is-
pitivanje obuhvatilo samo ispitivanje četiri tipa HPV, ne mo-
že se isključiti mogućnost infekcije i nekim drugim HPV ti-
povima. Osim toga u literaturi je opisano i postojanje HPV
nezavisne putanje aktivacije p16
INK4a proteina 
19−23.
Poređenjem rezultata Papanikolau testa sa HPV nalazi-
ma utvrdili smo da je i kod bolesnica sa LSIL (24%) i onih
sa HSIL (46%) promenama najzastupljeniji bio pozitivan
nalaz HPV tipa 16. Evans i sar. 
32 su u velikoj studiji koja je
obuhvatila 1 100 bolesnica analizirali prisustvo HPV tipova
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 i 68 i utvrdili su da
je HPV tip 16 bio prisutan kod 15,5% LSIL i kod 49% HSIL
slučajeva.
Kako je u literaturi potvđeno da je HPV tipa 16 (uz
HPV tipa 18 i HPV tipa 31) najčešće detektovan tip HR-
HPV u HSIL lezijama i invazivnim karcinomima anogenital-
ne regije 
33, neophodno je detaljnije praćenje bolesnica koje
su HPV tipova 16 i 18 pozitivne.
Zaključak
Kod bolesnica sa premalignim lezijama grlića materice
postoji značajnija pozitivna korelacija stepena ekspresije
p16
INK4a proteina u razmazu citološkog brisa grlića materice
sa stepenom histološke displazije, u odnosu na nalaz Papani-
kolau testa. Osim toga, ne postoji statistički značajna korela-
cija vrednosti imunohistohemijskog nalaza p16
INK4a proteina i
nalaza onkogenih HPV tipova.
Takođe, između vrednosti Papanikolau testa i nalaza
prisustva onkogenih tipova HPV ne postoji značajna među-
sobna zavisnost.
Upotreba CINtec
TM p16
INK4a citološkog imunohistohe-
mijskog testa može značajno poboljšati preciznost konvenci-
onalnih skrining testova premalignih lezija grlića materice.Volumen 65, Broj 1 VOJNOSANITETSKI PREGLED Strana 219
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